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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@ Immunologisch aktive Peptide des Parvovirus 819 

Es werden immunologisch aktive Polypeptide mit einer 
Teilaminosauresequenz der Kapsidproteine VP1 und VP2 des 
Parvovirus B19 zur VerfOgung gestellt, die eine kostengunsti- 
ge, sensitive und spezifische Testdurchfuhrung zur Bestim- 
mung von Antikorpern gegen das humane Parvovirus 819 
eriauben. Es werden kurze Peptidsequenzen identifiziert, die 
als Antigen eingesetzt zur Identifizierung von anti-B19-lgG- 
posrtiven Seren dienen. Weiterhin wird die Produktion dieser 
Peptide mit gentechnologischen MaRnahmen offenbart. 
Andere gentechnologisch produzierte Antigene, die stabil in 
einer hohen Ausbeute in E.coli produziert und aus diesen 
anschlieBend gereinigt werden konnen, dienen als zusatzti- 
che Antigene fur den IgG-Nachweis. Ein Set aus Antigenen 
schlieBlich.erlaubt Testdurchfuhrungen zur Bestimmung von 
^ IgM-Antikorpern gegen das Virus. 

Zusatzlich stellen die gentechnologisch erzeugten Bestand- 
J teile der Oberflachenproteine Substanzen dar, die fur eine 
prophylaktische Immunisierung verwendet werden konnen. 
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Das humane Parvovirus B 19 (im folgenden kur2: 819) wurde 1975 zufallig in Plasmaproben von Blutspendern 
(Cossart. Y.E., Fielt, A.M., Cant, B.. Widdows. D.: Parvovirus-like particles in human sera. Lancet I (1975 72-73) 
miitels Gegenstromelektrophorese entdeckt. In den letzten jahren wurde gezeigt, daB B19 bei Patie'nten mit 
chronischhamoiytischer Krise erne apiastische Krise verursachen kann und das athiologische Agens des Erythe- 
ma infectiosum (El) ist. <= 6 J- 

B19 weist elektronenmikroskopisch eine GroBe von ca. 20 nm auf. Die Partikel haben eine ikosaedrische 
Symmetne. Neben den V.ruspartikein zeigen sich aus "leere" Kapside. die ke.ne DNA enthalten. Die Dichte in 
CSCI2 betragt 1,36- 1,40 g/ml. Das Virusgenom besteht aus einer einzelstrangigen DNA von 5.4 kb. In jedes 
V.ruspartikel wird jeweils nur em DNA-Strang von entweder Pius- oder Minusorientierung verpackt. 819 ist ein 
autonomes Parvovirus, d. h. es benotigt zur Replikation kein Helfervirus. 

Das Kapsid besteht aus zwei Polypeptiden mit Molekulargewichten von 83 kDa (VPl) und 58 kDa (VP2) 
Zusatzhch lassen sich drei Nicht-Strukturproteine von 52, 63 und 71 kDa nachweisen 

Die DNA kodiert im 5'-Bereich fur Strukturproteine des Kapsids. Die kodierenden Bereiche dieser Struktur- 
proteme sind bis auf emen zusatzhchen N-Terminus des VPl identisch. Verursacht wird dieser Unterschied 
durch sphcmg -Vorgange auf der mRNA-Ebene, bei denen im Fall von VP2 der translationelle Start fur VPl 
herausgenommen wird und somit die Translation erst mit dem kurzeren VP2 starten kann 

R J:,"*!!''"''*'""^^" K? ^^"^^f^'fl^ne"- ^veltweit gefundenen BlS Isolaten zeigten, dafl sich diese zum Teil durch 
^"''ui r^r-^^^^^ ""'^"'^heiden. Diese Unterschiede korrelieren ailerdings nicht mit 

demklmischenSpektrumderBl9-lnfektion. ® 

konnte keine permanente Zellinie gefunden werden, in der sich B19 vermehren laOt. Ebensowen.g 
f^lr^fyu''^"- ^"'.^'^ y^""chs-Tiermodell zu etablieren. Ailerdings laBt sich B19 in primaren Knochen 
Viru?"/et r,"."'^'" Erythropoetin vermehren. So konnte der Replikations-Mechanismus des 

yrn/nt . T , F "^nfa^"- ^''^ "^^^ Etythopoese Zielzellen dieser Infektion sind. Inzwischen 

fhtlctmSShrL:^^^^ erythropoetischen Ze.len und Erythrob.asten eines Patienten mit 

kra^nk.r/ Hif Erythema infektiosum (Ringrotein), eine in der Regel benigne verlaufende Infektionser- 

krankung. die meist zw.schen dem Kindes- und fruhem Erwachsenenalter auftritt. AuQerdem kann die B19-In- 
P.r Lnl. "^^ chronisch-hamolytischer Anamie (Sichelzellenanamie usw.) apiastische Krisen und bei 

verLrslchen erworbenen Immunmangelzustanden chronische Knochenmarks-Aplasien 

In der Schwangerschaft kann die B19-lnfektion in etwa 10-15% zu Hydrops fetalis mit resultierendem 
mterutermalem Fruchttod fuhren. Ferner ist B19 mit dem Auftreten der Purpura ScLnle.n-Hroch assSt 
nungspTaparate^u^ertSgen''*'*' ^'■°Pf'=^^"'"f^'*''°"' a'^^'' ^"ch durch antigen-positive Blutkonserven und Gerin- 

n.Sni'''''^'^^'"'' permanente Zellinie bekannt ist. in der sich 8 19 in groBen Mengen gewinnen laBt, fehlt so eine 
Quelle zur Gewinnung von Antigen fiir diagnostische Tests. Bisher behilft man sich mit 819- Virus, das in 
wird ^P^"*^^'"' "^'^ ''^'^ S^'"^''^ viramischem Stadium der Infektion befinden, zufallig entdeckt 

Aufgabe der vorl.egenden Erfindung ist es. immunologisch aktive Polypeptide zur Verfiigung zu stellen. die 
m t den hier yorgestellten Testsystemen den Nachweis von B19-spezifischen Antikorpern der IgG und IgM- 
Klasse ermoglichen. Damit ergeben sich folgende Anwendungsmoglichkeiten : 

45 - Serumdiagnose akuter bzw. abgelaufener 819-Infektionen in der Dermatologie. Ham'atologie. Gynako- 

logie. Rheumatologie und Padiatrie. e • j 

- Bestimmung des B 1 9- Immunstatus bei Schwangeren. 

- Untersuchungvon Blutkonserven oder Plasmaspenden zum AusschluQ der Ubertragung von B19-Anti- 
genen. da durch anti-B19-IgG positives Blut oder Plasma hochstwahrscheinlich kein B19- Virus mehr uber- 

50 tragen werden kann. 

- Selektion von anti-B19 positiven Plasmaspendern fur die Produktions von B19-Hyperimmunglobulin- 

rraparaten. *^ 

Aufgrund des breiten klinischen Spektrums der durch 819 verursachten Erkrankungen sowie der Gefahrdung 
fur B 19-seronegative Schwangere ist die Einfuhrung von Testreagenzien dringend von Noten 

Es hat sich herausgestellt,daB brauchbare immunologisch aktive Polypeptide nicht ohne weiteres hergestellt 
werden konnen. Die gentechnologische Darstellung von kurzen Peptiden ist ebenso wie die von groBen Poly- 
peptiden nur dann m einer zufriedenstellenden Ausbeute moglich, wenn geeignete Expressionsvektoren verwen- 
det werden. VerhaltnismaBig kurze Peptide konnen zwar leicht synthetisch hergestellt werden, erforderlich ist 
jedoch eine genauere Kenntnis der imunologischen Wirksamkeit. 

Gegenstand der Erfindung sind immunologisch aktive Peptide, die einen Teil der Aminosauresequenz der 
Kaps.dproteme VP 1 oder VP 2 des Parvovirus 819 aufweisen. Diese Peptide sind dadurch gekennzeichnet. daB 
sie frei sind von Verunreinigungen. die den Nachweis von gegen Parvovirus B19 gerichteten Antikorpern storen 
Diese Eigenschaft 1st von groQer Bedeutung, da solche Praparationen von Peptiden nicht brauchbar sind die 
aufgrund der Herstellung Bestandteile enthalten. die mit den nachzuweisenden Antikorpern reagieren Ein 
Beispiel fur eine derart unerwunschte Verunreinigung ist Protein A. das spezifisch mit dem Fc-Anteil der 
erfmdungsgemaBen immunologisch aktiven Peptide ist. daB sie durch die erfindungsgemaBen Herstellungsver- 
fahren in guter Ausbeute hergestellt werden konnen. Werden namlich die fiir einen diagnostischen Test benotig- 



55 



60 



65 



BNSDOCID:<DE 400382eA1> 



9bE 40 03 826 A 1 # 



tenAntigene nicht in einer ausreichenden Menge bei den Herstellungsverfahren syntheiisiert, kann nicht die 
erforderliche Ausbeute nach den anschlieBenden Reinigungsverfahren erhalien werden. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung konnten weiterhin kurze Peptidsegmenie aus dem VP 1 besiimmt 
werden, deren Epitope zum zuverlassigen Nachweis von Antikorpern gegen Parvovirus B19 in den Untersu- 
chungsflussigkeiten, insbesondere Seren geeignet sind. 5 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung wird dieser kieine, immundominante und 
B19-spezifische Bereich im serologischen Test eingesetzt. Besonders bevorzugt wird dabei ein Gemisch syntheti- 
scher Peptide eingesetzt, wobei diese Peptide die in Beispiel 3 gezeigten Aminosauresequenzen PAPEP 1 — PA- 
PEP 8 aufweisen. 

[n einer anderen bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung werden die in Abbildung 2 lo 
dargestellten Aminosauresequenzen der gentechnologisch dargesiellten immunologisch aktiven Peptide PAN- 1, 
PAN-2. PAN-3, PAN-4, PCE, PANSE und PAPST eingesetzt. Hierbei ist es in der Regel ausreichend, wenn ein 
Peptid in dem Test verwendet wird. In besonderen Fallen konnen aber auch zwei oder mehr dieser Peptide 
eingesetzt werden. 

Hergestellt werden konnen die erfindungsgemaOen Peptide entweder synthetisch oder gentechnologisch. 15 
Bevorzugt werden die kurzen Peptide, die in Beispiel 3 naher eriautert sind, synthetisch hergestellt. Die langeren 
Peptide jedoch werden bevorzugt gentechnologisch hergestellt. 

Zunachst wurden die kodierenden Bereiche in viralen DNA miltels zweier Polymerase-Ketten-Reaktionen 
(polymerase chain reaction, PCR) aus dem Serum eines infizierten Patienten amplifiziert und in Plasmiden fiir die 
weitere Vermehrung in Escherichia (E.) coli kloniert. Nach weiteren Subklonierungsschritten wurden dann 20 
verschiedene Bereiche daraus in E. coli gentechnologisch exprimiert und die dabei entstehenden Aniigene auf 
ihre Verwendung fiir den Nachweis von Antikorpern gegen das Virus untersucht. Eine direkte Herstellung der 
erfindungsgemaBen Peptide in Expressionsvektoren ist aufgrund verschiedener Schwierigkeiten nicht moglich. 
ErfindungsgemaB wird daher das virale Proteinsegment an ein stabii exprimierbares Protein anfusionieri. Dieses 
Fusionsprotein kann nach der Aufreinigung direkt als Antigen fur den IgG- Nachweis eingesetzt werden. 25 
Bevorzugt wird jedoch der Parvovirus spezifische Anteil durch geeignete Methoden abgespalten, weiter aufge- 
reinigt und dann fur serologische Tests eingesetzt. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind weiterhin Testkits fiir die Besiimmung von Antikorpern, die 
gf^gen Parvovirus B19 gerichtet sind. Die erfindungsgemaBen immunologisch aktiven Peptide konnen grund- 
satzlich in alien diagnostischen Testkits zum Nachweis von Antikorpern gegen Parvovirus B19 verwendet 30 
werden. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der erfindungsgemaBen Testkits wird die Festphase geeigneter 
Mikrotiterplatten oder Polystyrol-Kugeln mit den erfindungsgemaBen immunologisch aktiven Peptiden be- 
schichiet. Nach Inkubation mit der Untersuchungsflussigkeit (Serum-Probe) in einer geeigneten Verdunnung 
wird nach iiblichen Waschschritten Enzym- oder radioaktiv-markiertes anti-human-IgG zugegeben. Das Aus- 
maB der Substratumsetzung bzw. der gebundenen Radioaktivitat zeigt dann an, ob in der Serum-Probe gegen 35 
Parvovirus B19 gerichtete Antikorper vorhanden sind. 

Die erfindungsgemaBen Testkits werden ubiicherweise an Laboratorien von Arzten, Krankenhausern, Unter- 
suchungsanstalten etc. geliefert. Sie enthalten regelmaBig alle zur Testdurchfuhrung benotigten Reagenzien. 
Ubiiche Testreagenzien wie Pufferlosungen etc. werden jedoch manchmal nicht mitgeliefert. In der Regel 
enthalten die Testkits Mikrotiterplatten oder Polystyrolkugeln, die entweder mit einem oder mehreren erfin- 40 
dungsgemaBen Peptiden, oder mit anti-Antikorpern beschichtet sind. Weiterhin konnen die Testkits, je nach 
Testprinzip, ein oder mehrere erfindungsgemaBe Peptide enthalten. SchlieBlich umfassen die Testkits noch eine 
Anzeigekomponente, die eine Auswertung des Testergebnisses ermoglicht. 

Bei anderen bevorzugten Testkits werden die Aniigene an die Festphase von Mikrotiterplatten oder Polysty- 
rol-Kugeln gebunden. Nach Inkubation des Testserums. geeigneten Wasch- und Absattigungsschritten wird ein 45 
spezifischer, enzymatisch oder radioaktiv markierter Antikorper gegen die Bl9-Antigene zugegeben und dessen 
Substratumsetzung bzw. die gebundene Radioaktivitat gemessen. Da es sich hierbei urn einen Inhibitionsiest 
handelt, zeigt eine geringe Substratumsetzung bzw. geringe Radioaktivitat das Vorhandensein von spezifischen 
Antikorpern an. 

Fur den Nachweis von IgM-Antikorpern gegen B19 konnen die an Festphasen gekoppelten erfindungsgema- 50 
Ben Peptide ebenfalls eingesetzt werden. Bei diesem Nachweisverfahren werden zunachst die IgG-Antikbrper 
durch Zugabe von mit Protein A beschichteten Kugeln zu den Untersuchungsflussigkeiten eliminiert. Der 
Nachweis von gebundenen Antikorpern erfolgt dann mit einem anti-human IgM-Aniikorper, der enzymatisch 
oder radioaktiv markiert ist. 

Bei einem weiteren bevorzugten Testkit wird das Prinzip des sog. V-capture assays** verwendet. Mittels an die 55 
feste Phase gebundenen anti-human IgM-Antikorpern wird zuerst das IgM aus der Untersuchungsflussigkeit 
(Serum) gebunden. Dann werden die erfindungsgemaB immunologisch aktiven Peptide zugegeben. Das AusmaB 
der Bindung der Antigene und somit die Menge an vorhandenem Anti-B19-igM kann dadurch erfolgen, daB 
entweder die Antigene radioaktiv oder mit anderen Substanzen (Digoxigenin, Avidin) markiert sind und somit 
nachweisbar sind, oder dafl ein zweiter markierter Antikorper gegen die B19-Antigene eingesetzt und dessen eo 
Bindung gemessen wird. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung ganz besonders bevorzugt sind die ELISA-(enzyme linked immun- 
osorbent assay)-Testkits. 

ErfindungsgemaB werden auch DNA-Sequenzen zur Verfugung gestellt, die fiir den direkten Nachweis des 
Virus in Untersuchungsproben (Seren, Biopsien etc) verwendet werden konnen. Bevorzugt werden zwei DNA- 65 
Primer verwendet, die sich spezifisch an DNA-Bereiche im VPl anlagern. Mittels eines kauflich erhaltlichen 
Polymerase-chain-reaction-ICits kann dann ein Amplifizierung des dazwischen liegenden Bereiches erreicht 
werden. Nachgewiesen wird die dann in geeigneter Weise fixierte amplifizierte DNA durch eine geeignete 

3 
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DNA-Sequenz. Hergestellt wird diese fur die Hybridisierung eingesetzte DNA mit Hilfe eines Plasmides, das 
den zwischen den beiden Primern liegenden DNA-Bereich enthalt. 

Selbstverstandlich diirfen die Primer Sequenzen nicht in der zur Hybridisierung eingesetzten DNA vorhanden 
sein. Die Sequenz der verwendeten Primer und deren Anordnung zueinander ist in Abb. 1 dargesteilt 
5 SchlieBlich werden im Rahmen der vorliegenden Erfindung auch Impfstoffe gegen Parvovirus BI9 zur 
Verfugung gestellt. Hierbei werden die erfindungsgemaCen immunoiogisch aktiven Peptide zusammen mit 
geeigneten Adjuvantien den zu schiitzenden Personen gegebenenfalls mehrmals appliziert. Die dadurch hervor- 
gerufene Produktion von Antikorpern kann einen Schutz vor Infektion mit Parvovirus B19 bewirken. 

'0 Beispiel I 

Gewinnung von Parvovirus 819 VP 1- und VP 2-kodierenden Sequenzen aus Patientenserum 

Von einem Patienten mil akuter Infektion (Erythema infectiosum) wurde aus 1 ml Serum virale DNA durch 
15 Proteinase K-Verdau m 1 o/o SDS. Phenolextraktion und anschlieBender Alkohol-Fallung isoliert (diese und auch 
alle folgenden Schntte zur Gewinnung. Verarbeitung und Expression von DNA. sowie auch die Darstellune von 
rekombmanten Proieinen und grundlegende Schritte zu deren Reinigung sind in: Maniatis T Fritsch EF 
> '^'c D M 1982) Molecular cloning. Cold Spring Harbor. N.Y. ausfuhrlich dargesteilt). Diese DNA wurde in 
■• A aufgenommen und jeweils dann 1 nl fur die Amplifizierung mittels der "polymerase chain 
reaction und synthetischen Oligodesoxynukleotiden eingesetzL Fur die Amplifizierung der kodierenden Berei- 
, f 'l^'" 0^'e'"f'^chenproteine wurden zwei Primer-Paare verwcndet; eines davon fur die Gewinnung des VP 
1 - Ante.ls, das zweite Paar fur das gesamte VP 2. Die als Primer verwendeten Oligodesoxynukleotide besitzen an 
f n "5".. Sequenzen, die nicht mit der Parvovirus-Sequenz homolog sind, fur Restriktionsen- 
zym-Schmtts ellen kodieren und deswegen geeignet sind, die aus der PGR entstandenen DNA-Fragmente in 
geeignete Vektoren zu kJonieren. Es wurden die in Abb. 1 mit 0- 1 bis 0-5 bezeichneten Primer verwendet 

Jewells funf Ansatze mit je 1 nl isolierter Parvovirus DNA wurden mit den beiden Primer-Paaren in einem 
Volumen von 100 nl amplifiziert. Die Bedingungen dabei waren: 1,5 min Denaturierung bei 94"C, 2 min Anlage- 

wnrH^n H "."."^ ' "l'" 1^""^"' '^"^^ '"^g"^"^' ^0 Zykien; Puffer, Substrate und Tag- Poly me?fse 

wurden dabeinachAngaben des Herstellers(Cetus/Perkin- Elmer, Uberlingen,BRD)eingesetzt 

Die amplifizierten DNA-Fragmente aus den beiden unterschiedlichen Ansatzen (fiir VP 1 und VP 2) wurden 
Cn ''^T'f V?'d t ^'kohol-Fallung prazipitiert. mit 700/o Alkohol gewaschen, getrocknet, in einem Volu- 
men von 200^1 TE-Puffer gelost und mit den Restriktionsenzymen EcoRI und Hindlll verdaut. Nach elektro- 
phoret.scher Auftrennung der Fragmente in einem 1.20/oigen Agarose-Gel erfolgte dann die Isolierung der 
TJfv7u!'^^^un!i%l^'''^^''^^!^^ f""- 1074bp fur VP 2) und Insertion in die EcoRI und Hindlll sfellen 
des Vektors PUC12 (Pharmacia, Schweden). Nach Transformation der Plasmide in E. coli JM109 (Pharmacia 
Schweden) wurden Bakterienklone mit Parvovirus- DNA- Inserts durch Restriktionsverdau charakterisiert Die 

n?rr-?vi9"f?^H VP^^ PUC12PAN fur den VP l-Anteil-kodierenden Bereich und 

PUCI2VP2 turden VP 2-kodierenden Bereich. 

4^ Beispiei2 

Gentechnoiogische Darsteliung von VP 1 - Anteii und VP 2 aus E. coli-Zellen. 

VPl-Anteil 

45 

Aus dem Plasmit pUCl2PAN wurde der VPl-kodierende Bereich mit BcII und HindHI (siehe Abb. 1 die 
HindlH-Stelle stammt aus dem pUC-Vektor) isoliert und hinter das 3'-Ende eines verkurzten P-Gaiactosidase- 
Gens des Vektors (z. B. pBDj) in die Resiriktionsschnittsteilen BamHI und Hindlll inseriert. Ee.coli-Zellen mit 
daraus resuitierenden Plasmiden exprimieren nach Induktion mit IPTG in groBer Menge ein 6-Gal-VPl-Fu- 

50 sionsprotem (ca^67 kDA), welches im Immunoblot (Western Blot) sehr stark mit anti-Parvovirus B19-positiven 
Seren reagiert. Eine Remigung dieses Proteins kann sehr leicht mit konventionellen Methoden erreicht werden 
indem die Unloslichkeit des Proteins ausgenutzt wird Nach Lyse der Zellen wird die Pelletfraktion mit Deter- 
«/!n7J^ Triton-XlOO und Octyl-gluco-pyranosid gewaschen, das Fusionsproiein anschiieBend mit 8M Harn- 
stoff/i o/o Mercaptoethanol m Losung gebracht und durch DEAE-Chromatographie mit einem NaCl-Gradienten 

55 von zellularen Verunreinigungen abgetrennt. 

xr^!^^ Abspaitung des VPl-Anteiis aus dem Fusionsprotein kann durch BrCN-Spaltung erreicht werden da die 
VPl-Protemsequenz mit emem Methionin beginnt und in Fragment selbst diese Aminosaure nicht mehr auf- 
taucht; im bakteriellen Fusionsanteii dagegen tritt Methionin relativ oft auf, so daB dieser Anteii in sehr kleine 
Bruchstucke zerlegt wird. Nach der Spaltung in 350/o Ameisensaure und 0.1 mg/ml BrCN fiir 4 h bei Raumtempe- 

60 ratur wurde die Probe lyophilisiert, in 8 M Harnstoff, 2 mM DTE (Dithiothreitol) gelost und mittels DEAE-Chro- 
matographie m einem Na-CI-Gradienten aufgereinigt Das hieraus resultierende VPl-Fragment wurden PAN-1 
benannt und kann direkt fur serologische Besiimmungen verwendet werden. Die Aminosauresequenz ist in Abb 
2-1 angegeben. ^ 

Z Als weitere Konstrukte wurden Plasmide generiert, die fur Fusionsproteine bestehend aus der Glutathion- 
es S-Transferase aus Schistosoma japonicum (Smith, D.B. and Johnson. K.S.: Single step purificatioin of polypepti- 
des expressed in Escherichia coli as fusions with gluthathione S-transferase. Gene, 67 (1988 31-40 und dem 
y PI - Anteii kodieren. Es kann.aber auch ein anderer Fusionspartner verwendet werden, solange dieser nicht den 
diagnostischen Test stort. 
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a;PCE 

Aus pUCl2PAN wurde das B19-DNA-Fragment nach Bcll/Pvull Verdau (618bp) isoliert und in pGEXl in die 
BamHI und Smal Siellen integriert (pGEXlPAN). Das entstehende 52-kDA-Fusionsprotein wurde miltels 
Glutathion-gekoppelter Agarose aus dem Ubersiand gereinigt und als Antigen fur die serologischen Teste in 5 
Beispiel 4 eingesetzt (Name: PCE), Die Aminosaure- Abfolge dieses Antigens ist in Abb. 2-2 aufgefiihrt. 

b;PAN-2 

Aus pUC12PAN wurde ein 458bp Fragment mit BclI/HincII isoliert und nach Zwischenklonierung in anderen lo 
Vektoren in pGEX2 (pGEX2PAN) inseriert. Die Insertion des Fragments im selben Leserahmen kann auch 
durch die Verwendung von synthetischen Oligodesoxynukleotiden erreicht werden. An der Fusions-Stelle von 
Glutathion-S-Transferase und dem VPl -Segment ist die Aminosaure-Sequenz, die von Thrombin erkannt wird, 
so daB der B19-Anteil durch dieses Enzym vom Fusionspartner abgespalten werden kann. Es kann auch jeder 
andere Fusionspartner verwendet werden, wenn er diese Protease-Erkennungssequenz besitzt. Die Aminosau- 15 
re-Sequenz des Antigens, sowie anfusionierte Fremdaminosauren (in Fettdruck) in in Abb. 2-3 angegeben. 

c;PAN-3 

Aus pUC12PAN wurde ein 458bp Fragment mit BcII/HincIl isoliert und nach Zwischenklonierungen in 20 
anderen Vektoren in pGEX3 (pGEX3PAN) isoliert. Die Insertion des Fragments im selben Leserahmen kann 
auch durch die Verwendung von synthetischen Oligodesoxynukleotiden erreicht werden. An der Fusions-Stelle 
von Glutathion-S-Transferase und dem VPl -Segment ist die Aminosaure-Sequenz, die vom Protease Faktor Xa 
erkannt wird» so daB der Bl9-Anteii durch dieses Enzym vom Fusionspartner abgespalten werden kann. Es kann 
auch jeder andere Fusionspartner verwendet werden, wenn er diese Protease-Erkennungssequenz besitzt. Die 25 
Aminosaure-Sequenz des Antigens, sowie anfusionierte Fremdaminosauren (in Fettdruck) ist in Abb. 2-3 ange- 
geben. 

d;PAN-4 

30 

Aus pUCl2PAN wurde das gesamte B19-DNA-Insert durch Bell und PstI Verdau gewonnen und nach 
verschiedenen Zwischenklonierungs-Schritten in den Vektor pGEX2 inseriert. Die Insertion des Fragments im 
selben Leserahmen kann auch durch die Verwendung von synthetischen Oligodesoxynukleotiden erreicht 
werden. An der Fusions-Stelle von Glutathion-S-Transferase und dem VPl -Segment ist die Aminosaure-Se- 
quenz fur die Protease Thrombin, so daB der B19-Anteil durch dieses Enzym vom Fusionspartner abgespalten 35 
werden kann. Es kann auch ein geeigneter anderer Fusionspartner verwendet werden, wenn er diese Protease- 
Erkennungssequenz besitzt. Die Aminosaure-Sequenz des Antigens, sowie anfusionierte Fremdaminosauren (in 
Fettdruck) ist in Abb. 2-5 angegeben. 

Eine Reinigung der Antigene kann durch einfache Affinitats-Chromatographie mit einer Gluthathion-gekop- 
pelten Gelmatrix erreicht werden. Die Reinigung ist durch diesen Schritt ausreichend effizient, um diese 40 
Proteine dann in serologischen Tests zu verwenden. Kreuzreaktionen mit dem Schistosoma Proteinanteil treten 
nicht auf. 

Zur zusatzlichen Aufreinigung der auf pGEX 2 und 3 beruhenden Fusionsproteine wurde eine Abspaltung des 
B19-Anteild durch Verdau mit Trombin bzw. Faktor X nach Angaben des Herstellers (Boehringer Mannheim) 
durchgefiihrt. Die Bruchstucke wurden dann nochmals Affinitatschromatographisch aufgereinigt. Die S-Glutat- 45 
hion-Transferase kann dabei selektiv herausgefischt werden, der Parvovirus Proteinanteil ist in Durchlauf zu 
finden und kann nach einer abschlieBenden DEAE-chromatographischen Auftrennung in serologischen Tests 
eingesetzt werden. 

Alternativ hierzu kann aber auch die Protease direkt zu der Glutathion-gekoppelten Gelsuspension mil dem 
angebundenen Fusioinsprotein gegeben werden. Nach einer Inkubationszeit von ca. i h laBt sich das abgespalte- 50 
ne VPI-Fragment aus dem Gel waschen, wahrend der Giutathion-S-Transferase-Anteil an die Gelmatrix gebun- 
den bleibt. 

VP-2 

55 

l.VP-2 

Bedingt durch die Auswahl der PCR-Primer sowie des Vektors ist der kodierende Bereich fur VP2 im Plasmid 
pUC12VP2 bereits im richtigen Leserahmen und kann nach Indukiion mit IPTGaus der unloslichen Fraktion des 
Bakterienlysats, ahnlich wie fur pBD2PAN beschrieben, aufgereinigt werden. Die Aminosaure-Sequenz des eo 
rekombinanten Antigens ist in Abb. 2-6 gezeigt. 

2.PANSE 

Oberraschenderweise zeigte sich, daB eine Verkurzung der VP2-kodierenden Sequenz eine erhebliche Steige- es 
rung der Proteinausbeue mit sich bringt, daB dieses verkiirzte Antigen siabil exprimierbar ist, auch wahrend der 
Reinigung nicht degradiert wird sowie auch noch dieselbe Reaktiviiat mit anti-B19 positiven Seren aufweist. 
Dieses Expressionsplasmid (pUC19PANSE) wurde erhalten, indem der 5'-Bereich von VP2 umd 355bp bis zu 
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denTelhen'i^'^''^''^''''"'"^'/^'^ ^^^'^ Fragment wurde ,n pUCl9 (Pharmacia. Schweden) inseriert. das 
anc Htdlu Zt^^^^^ ^'^ ^^'f"^"^- der PGR Primer am 3'-Ende 

eine HmdIII-Stelle sitzt, muQte durch Zwischenklonierung noch eine EcoRI-Stelle geschaffen werden urn das 
gewunschte Fragment m die PstI und EcoRI Stellen von pUC19 inserieren zu kbnnen 

Das Antigen m,t emer GroBe von ca. 38kDa (PANSE) kann sehr einfach aus der Pellet-Fraktion des Bakte- 
Z n'.' a' Harnstoff durch DEAE-Chromatographie von Verunreinigungen getrennt wer- 

den. Die Aminosaure-Sequenz des Antigens ist in Abb. 2-7 angegeben geirenni wer 

3. PAPST 

len^'gerS v^n VP 2 kSie^J"";? ' ^ ' '"''P •^'"^g"'^"' i''^"^"- den N-termina- 

emrOrrentTnl He^ , ! ^ '^■"l]"" Fragments in den Vektor pUC9 (Pharmacia. Schweden) in die 
dau) Sdas Bll Antigen m^").!nVr''T '^'Wf'"'' (charakter.siert durch Restriktionsenzym-Ver- 
aau; wira das B19-Antigen mit einer GroQe von ca. 33kDa in sehr groBer Menge (ca 10% des Ge<:amf F 
coh-Protems) produz.ert. Eine Aufreinigung kann ahnlich wie bei pBDAN aus den un£s ichen BesVandte len 
?st m At:!2"8 aufg'lzeS"^"" anschl.eBende DEAE-Chromatog^raphie erfo.gen. D?Ammosfurs"e1;:en%" 

gesamtes VP1/VP2 

hende Kolon.en .soi.ert und nach dem Auswachsen mit steigenden Konzentrationen an MethrrexluS 

'Te S w:rt"dTs?4 th P"" ''T^'' '^''2 Kultu^^berstand gere> g wirden^ 

H.r* h1 K ^ ^ i'f.o'' '^''^^'"^"' PUC12VP1/2 nach EcoRI/Hindlll-Verdau in einen Vektor inse 

de'krvovt's^Anten '^^^^ B^mH.' F ^^"'"'"^'^"^ ^^^^ Zwischenk^nTtr^kt wu;d°: Zn 

ucr rarvovirus Anteil als Bell und BamHI-Fragment isohert und in d e BamHI-Stelle eines Bakulovirus-Fxnr^.^ 
s.onsvektors (verwendet werden konnen verschiedene Konstrukte) inseriert (Die Be I Stelle sit7r.,nmi^^^^^^^ 

muB o^rti^irf r K 7"" T'- ^"'"'^'^ PCR-Primlr kodlen.- lehe Abb t^er BamH^dau 
S^i"^ X "^fl^S^^f'' ^^^de". da in der Parvovirus-Sequenz sich auch noch eine so che SteHe befinde,^ 
Nach co-Trans ekt.on des entstandenen Plasmids mit Wildtyp-Bakulovirus-DNA in eine Sen ZeWultur y 
me werden Zel en .sohert, die keine sogenannien "inclusion bodies" aufweisen. Aus sSlchen Zel en be denen das 
Mt"X7remten ''''' .ntrazellutrt"Se\Hln groS" 

Beispiel 3 

Synthetische Peptide mit immundominanien Epitopen 

.tr^^f.?m"t p!^*''*''"'"'"'^^'*'' l^akteriellen Expressionsprodukte (insbesondere pGEX::VPl-Fusionskon- 
strukte) mit Parvov.rus-positiven Seren im Western Blot laBt sich die uberraschende Folgerun/z eherdafi e?n 
D^'s^r?^^^^^^^ ^-^1 ausreichend ist. urn alle IgCpositiven Parvos^en S^^^ 

Das Fragment laBt sich mit folgenden svnthetisch nmduvi^rh^r^n P^r.tiH^„ 



folgenden synthetisch produzierbaren Peptiden abdecken: 
PAPER- 1: 

Ser Lys Lys Ser Gly Lys Trp Trp Glu Ser Asp Asp Lys Phe Ala Lys Ala Val Tyr 
55 PAPEP-2: 

Leu Lys Asp His Tyr Asm lie Ser Leu Asp Asn Pro Leu Glu Asn Pro Ser Ser 
PAPEP-3: 

Hts^Ala^"" ^"'^ '^^^ S^"" G*" Leu Ser Asp His Pro - 



60 



PAPEP-4: 

Ser Ser His Ala Glu Pro Arg Gly Glu Asn Ala Val Leu Ser Ser Glu Asp Leu His Lys Pro Gly Gin Val 
65 PAPEP-5: 

?he Irg ^yr?ir Sin ^lu^'" "^"^ ^'"^ ""^^ ^'^ ^'^ ^'"S ^'^ "is Asp - 
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PAPEP-6: 

Pro Tyr Thr His Trp Thr Val Ala Asp Glu Glu Leu Leu Lys Asn lie Lys Asn Glu Thr Gly Phe 
PAPEP-7: 

Asn Ala Ser Glu Lys Tyr Pro Ser Met Thr Ser Val Asn Ser Ala Glu Ala Ser 5 
PAPEP-8: 

Asn Pro Tyr Thr His Trp Thr Val Ala Asp Glu Glu Leu Leu Lys His lie Lys 

Diese Antigene konnen in groBen Mengen synthetisch problemlos hergestellt, aufgereinigt und dann im io 
ELISA in Konzentrationen zwischen 100—200 ng pro Ansatz eingesetzl werden. 

Auch wenn bereits mil einem. der Peptide gute Ergebnisse erreicht werden konnen, ist die gemeinsame 
Verwendung von zwei oder drei Pepiiden bevorzugi. 

Fur den Nachweis von IgG- oder IgM-Antikorpern konnen zum Teil unterschiedliche Peptide oder ICombina- 
tionen davon Verwendung finden. t5 



Beispiel 4 

Bestimmung von Serumantikorpern gegen das Parvovirus 819 

20 

Mit den in Beispiel 2 beschriebenen und gereinigten Antigenen wurde eine groBere Menge an Seren auf ihre 
Reaktivitat mit diesen Antigenen getestet. Dabei wurden die verschiedenen rekombinanten Proteine in einer 
Konzentration von 0,5— 1 p-g/ml in Carbonatpuffer, pH 9,5, in die Napfe kommerziell erhaltlicher ELISA-Platten 
fur 16 h zum Anbinden gegeben. Nach dem Abwaschen von nicht-gebundenem Material konnen diese Platten 
dann im getrockneten Zustand bei 4**C gelagert werden. 25 

Die Inkubation mit den Seren fur 2 h erfolgte in einer Verdunnung von 1 : 100, die anschlieBenden Waschpro- 
zeduren und der Nachweis gebundener Antikdrper mit einem Peroxidase-gekoppelten anti-human-lgG Anti- 
korper erfolgte nach iiblichen Tesiprozeduren. 

Getestet wurden verschiedene Serumpanels auf anti-B19-IgG: 
1. Seren eines Patienten mit akuter B19-Infekiion wurden konsekutiv ab Auftreten des Erythema infektiosum bis jo 
19 Wochen nach Erkrankung untersucht. 



Ergebnis 

Sowohl mit dem Fusionsprotein aus pGEXl PAN (PCE, siehe Beispiel 2) und mit einem durch BrCN abgespal- 35 
tenen VP-1 Bereich (PAN-1, siehe Beispiel 2) und auch mit einem durch Thrombin abgespaltenen VPl-Anteil 
(PAN-4) als Antigene wurden alle Seren bereits ab Beginn der klinischen Minifestation als anti-B19-!gG positiy 
erkannt und biieben uber den Beobachtungszeitraum (19 Wochen) positiv. 

2. Auf anti-Bl9-IgG wurden Serumpaare von Schwangeren (n = 21) getestet, denen bei Hospitalisierung und 
vier Wochen spater eine Serumprobe entnommen wurde. Es wurden fur jedes Antigen dieselben Testsereii 40 
verwendet- 

Ergebnis 



PCE 45 

Von den 21 Schwangeren waren 15 zum Zeitpunkt der Hospitalisierung anti-B19 negativ. 6 Grauen anti- 
B19-IgG positiv. Das serologische Ergebnis der Zweitserumprobe vier Wochen spater ergab ein identisches 
Ergebnis. 

50 

PAN-2 



Von den 21 Schwangeren waren 14 zum Zeitpunkt der Hospitalisierung anti-B19-lgG negativ, 7 Frauen 
anti-Bl9 positiv. Bei der Retestung von Serumproben, die vier Wochen spater diesen Frauen abgenommen 
wurden, lieQen sich bei einer Frau, die zuvor anti-B19-IgG positiv war, kein IgG mehr nachweisen. 55 

PAN-4 



Von den 21 Schwangeren waren 15 zum Zeitpunkt der Hospitalisierung anti-B19 negativ, 6 Grauen anti- 
B19-IgG positiv. Das serologische Ergebnis der Zweitserumprobe vier Wochen spater ergab ein identisches eo 
Ergebnis. 

Dieser Versuch belegt die hohe Zuverlassigkeit des unter Verwendung der erfindungsgemaQen immunolo- 
gisch aktiven Polypeptide durchgefiihrten Testes. 

Der VP2-Bereich, enthalten in dem "PANSE, PAPST und VP-2" benannten Antigenen bringt fur die Bestim- 
mung von Antikbrpern aus Patienten mit lang abgelaufener Infektion keine zusatzliche Steigerung der Sensitivi- 65 
tat. Eine gute Reakiion mit diesen Antigenen dagegen ist bei Seren mit erst kurz zuruckliegender Infektion zu 
finden. Deshalb ist dieses Antigen geeignet. eine Aussage iiber den Zeitpunkt der Infektion zu machen. 

In einem Testkit kann eines oder eine Mischung dieser Antigene entweder zu den gentechnologisch erzeugten 
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VPI -Anteilen bzw zum synthetischen Peptid zugemischt werden, oder aber in getrennten Ansatzen verwendet 

Street nLtst™"* '"'-'^ »s....:ch'.T:.vi:xt' 

Erne Anwendung der Antigene in der Bestimmung der IgM-Antikorper bei frischen Parvovirus-lnfektionen 
I'IhZ" demselben Testprinzip wie bei der IgG-Bestimmung, jedoch wurden dirAntigenTin e iner Of^ 
SC?ch Prf A^"' r '"o " g^bunden. wei.erhin erfolgte eine Elimination der SerumIgG Antik6 per 

Snth deJnSte "fX ^n^^ A-gekoppelten Kugeln. Die verwendeten IgM-posit.ven Seren^stamm n von 
An, JTn f^""'^"^" «'aren zuvor in einem IgM-Test iiberpruft worden, der gereinigtes Virus als 

tu^ tZ ""^^,^"'^«'^E,n Testansatz mit rekombinanten An.igenen aus dem VPI und VP2 b! reTc^frkann e auch 
alle IgM-positiven Seren. Es zeigte sich.daB die VP2-Anteiie "PAPST VP2 aber besonders PANSF" h^Ji 
reaknv als .m IgG-Tes. sind. In einen, kommerziellen Testkit far-IgM:werde\'lS:ideTeiche ^^^^^^^^^ 

npf'^n T'T^ Verbesserung der Sensitivitat laBt sich durch ein selektives Anbinden der Serum-lsM-Antikor 

Beispiel 5 

Verwendung Bl 9-spezifischer DNA-Primer fiir den direkten Erregernachweis 

sredrd™^^^^^^ 
ref^drB.y-sSdt'oN^^^^^ 

Beschreibung der Abbildungen 

rechte Bere^h kXrt 7ur dirnhLrnS Pol^ypeptid synthet.siert und dann prozessiert werden. Der 

1 ic oereicn Koaiert tur die Oberflachenproteine des vira en Kaosids rvPl/2^ u/nh^i vpi Kie ,.,f 

(GAS?C) uL BliU?r^^ Sequenzen Restriktionsenzym-Stellen fiir EcoRI 

}a A Ar-r T\ n f-I^^^*^^) ''e' fttr EcoRI Bell und BspHU (TC-ATGA) bei 0-4 fur Hindn 

AKK **^St (ab Position-Nr. 4 der angegebenen Sequenz fiir O-Z CTGCAG) 

produz'iert^^^^^^^^^^^ " ' beschnebenen Antigene. die rekombiiant .n E. coIi-Zellen 

Bedingt durch Klonierungsschritte sind an den N-Termini sowie an den C-Termini (bis auf PANSF .mH VP 9^ 
jewens e.n,ge n.cht-B19-authentische Fremdammos.uren n.it enthalten, die 6Z:i%:n6l^^^^^ 

Beschrieben werden die Aminosauresequenzen der in Beispiel 2 beschriebenen Antibene: 



Abb. 2-1: PAN- 1 
Abb. 2-2:PCE-l 
65 Abb.2-3:PAN.2 
Abb.2-4:PAN-3 
Abb. 2-5: PAN-4 
Abb.2-6: VP.2 



Abb.2-7:PANSE 
Abb.2-8:PAPST 
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Patentanspruche 



1. Immunologisch aktives Peptid das einen Teil der Aminosauresequenz der Kapsidproteine VPl oder VP2 
des Parvovirus B19 aufweist, dadurch gekennzeichnet, daO es frei ist von Verunreinigungen. die den 
Nachweis von Parvovirus B19 spezifischen Aniikorpern storen konnen. 

2. Immunologisch aktives Polypeptid nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet. daO es 8 bis 50 Aminosau- 

ren aufweist, lo 

3. Immunologisch aktives Polypeptid nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daQ es 1 0 bis 32 Aminosau- 
ren aufweist. 

4 . Immunologisch aktives Polypeptid nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, daB es die Amino- 
sauresequenz 

Asn Pro Tyr Thr His Trp Thr Val Ala Asp Glu Glu Leu Leu Lys His lie Lys i5 
aufweist. 

5 . Immunologisch aktives Polypeptid nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, daB es die Amino- 
sauresequenz 

Ser Lys-Lys Ser Gly Lys Trp Trp Glu Ser Asp Asp Lys Phe Ala Lys Ala Val Tyr 

aufweist. 20 

6 . Immunologisch aktives Polypeptid nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, daB es die Amino- 
sauresequenz 

Leu Lys Asp His Tyr Asn lie Ser Leu Asp Asn Pro Leu Glu Asn Pro Ser Ser aufweist. 

7 . Immunologisch aktives Polypeptid nach Anspruch 2 oder 3. dadurch gekennzeichnet, daB es die Amino- 
sauresequenz 25 
lie Lys Asn Asn Leu Lys Asn Ser Pro Asp Leu Tyr Ser His His Phe Gin Ser His Gly Gin Leu Ser Asp His - 

Pro His Ala 
aufweist. 

8 . Immunologisch aktives Polypeptid nach Anspruch 2 oder 3. dadurch gekennzeichnet, daB es die Amino- 
sauresequenz 30 
Ser Ser His Ala Glu Pro Arg Gly Glu Asn Ala Val Leu Ser Ser Glu Asp Leu His Lys Pro Gly Gin Val 
aufweist. 

9 . Immunologisch aktives Polypeptid nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, daB es die Amino- 
sauresequenz 

Asn Tyr Val Gly Pro Gly Asn Glu Leu Gin Ala Gly Pro Pro Gin Ser Ala Val Asp Ser Ala Ala Arg He His - 35 

Asp Phe Arg Tyr Ser Gin Leu 

aufweist. 

10 . Immunologisch aktives Polypeptid nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, daB es die 
Aminosauresequenz 

Pro Tyr Thr His Trp Thr Val Ala Asp Glu Glu Leu Leu Lys Asn lie Lys Asn Glu Thr Gly Phe 40 
aufweist. :^ 

1 1 . Immunologisch aktives Polypeptid nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, daB es die 
Aminosauresequenz 

Asn Ala Ser Glu Lys Tyr Pro Ser Met Thr Ser Val Asn Ser Ala Glu Ala Ser 

aufweist. 45 

12. Immunologisch aktives Polypeptid nach Anspruch I, dadurch gekennzeichnet, daB es die Aminosaurese- 
quenz 

His Met Ser Lys Lys Ser Gly Lys Trp Trp Glu Ser 

Asp Asp Lys Phe Ala Lys Ala Val Tyr Gin Gin Phe Val Glu 

Phe Tyr Glu Lys Val Thr Gly Thr Asp Leu Glu Leu lie Gin 50 
He Leu Lys Asp His Tyr Asn He Ser Leu Asp Asn Pro Leu 
Glu Asn Pro Ser Ser Leu Phe Asp Leu Val Ala Arg He Lys 
Asn Asn Leu Lys Asn Ser Pro Asp Leu Tyr Ser His His Phe 
Gin Ser His Gly Gin Leu Ser Asp His Pro His Ala Leu Ser 

Ser Ser Ser Ser His Ala Glu Pro Arg Gly Glu Asn Ala Val 55 
Leu Ser Ser Glu Asp Leu His Lys Pro Gly Gin Val Ser Val 
Gin Leu Pro Gly Thr Asn Tyr Val Gly Pro Gly Asn Glu Leu 
Gin Ala Gly Pro Pro Gin Ser Ala Val Asp Ser Ala Ala Arg 
He His Asp Phe Arg Tyr Ser Gin Leu Ala Lys Leu Gly He 

Asn Pro Tyr Thr His Trp Thr Val Ala Asp Glu Glu Leu Leu 60 

Lys Asn He Lys Asn Glu Thr Gly Phe Gin Ala Gin Val Val 

Lys Asp Tyr Phe Thr Leu Lys Gly Ala Gly Glu Phe He Val 

Thr Asp 

aufweist. 

13. Immunologisch aktives Polypeptid nach AnspruchI, dadurch gekennzeichnet, daB es die Aminosaurese- 65 
quenz 

Gly Ser Arg Arg Pro Asp His Met Ser Lys Lys Ser Gly Lys Trp Trp Glu 
Ser Asp Asp Lys Phe Ala Lys Ala Val Tyr Gin Gin Phe Val 
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Glu Phe Tyr Glu Lys Val Thr Gly Thr Asp Leu Glu Leu lie 
Gin lie Leu Lys Asp His Tyr Asn lie Ser Leu Asp Asn Pro 
Leu Glu Asn Pro Ser Ser Leu Phe Asp Leu Val Ala Arg He 
Lys Asn Asn Leu Lys Asn Ser Pro Asp Leu Tyr Ser His His 
5 Phe Gin Ser His Gly Gin Leu Ser Asp His Pro His Ala Leu 

Ser Ser Ser Ser Ser His Ala Glu Pro Arg Gly Glu Asn Ala 
Vai Leu Ser Ser Glu Asp Leu His Lys Pro Gly Gin Val Ser 
Val Gin Leu Pro Gly Thr Asn Tyr Vai Gly Pro Gly Asn Glu 
Leu Gin Ala Gly Pro Pro Gin Ser Ala Val Gly Asp Pro Arg 
10 Glu Phe He Val Thr Asp ^ 

aufweist. 

14.^Irnmunologisch aktives Polypeptid nach Anspruch dadurch gekennzeichnet. da6 es die Aminosaurese- 

Gly lie Leu Ser Arg Arg Pro Asp His Met Ser Lys Lys Ser Gly Lys 
15 Trp Trp Glu Ser Asp Asp Lys Phe Ala Lys Ala Vai Tyr Gin 

Gin Phe Val Glu Phe Tyr Glu Lys Val Thr Gly Thr Asp Leu 

Glu Leu lie Gin He Leu Lys Asp His Tyr 

Asn lie Ser Leu Asp Asn Pro Leu Glu Asn Pro Ser Ser Leu 

Phe Asp Leu Val Ala Arg lie Lys Asn Asn Leu Lys Asn Ser 
20 Pro Asp Leu Tyr Ser His His Phe Gin Ser His Gly Gin Leu 

Ser Asp His Pro His Ala Leu Ser Ser Ser Ser Ser His Ala 

Glu Pro Arg Gly Glu Asn Ala Val Leu Ser Ser Glu Asp Leu 

His Lys Pro Gly Gin Val Ser Val Gin Leu Pro Gly Thr Asn 

Tyr Val Gly Pro Gly Asn Glu Leu Gin Ala Gly Pro Pro Gin 
25 Ser Ala Val -Gly Asp Pro Leu Glu Asp Pro Arg Val Pro Ser 

Ser Asn Ser 
aufweist. 

ISImmunologisch aktives Polypeptid nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet. daQ es die Aminosaurese- 
30 Gly Ser Arg Arg Pro Asp His Met Ser Lys Lys Ser Gly Lys 

X? IfP -^^P Phe Ala Lys Ala Val Tyr Gin 

G n Phe Val Glu Phe Tyr Glu Lys Val Thr Gly Thr Asp Leu 
Glu Leu He Gin He Leu Lys Asp His Tyr Asn He Ser Leu 
Asp Asn Pro Leu Glu Asn Pro Ser Ser Leu Phe Asp Leu Val 
35 Ala Arg He Lys Asn Asn Leu Lys Asn Ser Pro Asp Leu Tyr 

Ser His His Phe Gin Ser His Gly Gin Leu Ser Asp His Pro 
His Ala Leu Ser Ser Ser Ser Ser His Ala Glu Pro Arg Gly 
G u Asn Ala Val Leu Ser Ser Glu Asp Leu His Lys Pro Gly 
G n Val Ser Val Gin Leu Pro Gly Thr Asn Tyr Val Gly Pro 
40 Gly Asn Glu Leu Gin Ala Gly Pro Pro Gin Ser Ala Val Asp 

Ser Ala Ala Arg He His Asp Phe Arg Tyr Ser Gin Leu Ala 
Lys Leu Gly He Asn Pro Tyr Thr His Trp Thr Val Ala Asp 
Glu Glu Leu Leu Lys Asn He Lys Asn Glu Thr Gly Phe Gin 
A a Gin Val Val Lys Asp Tyr Phe Thr Leu Lys Gly Ala Ala 
Ala Pro Val Ala His Phe Gin Gly Ser Leu Pro Glu Val Pro 
Ala Tyr Asn Ala Ser Glu Lys Tyr Pro Ser Met Thr Ser Val 
Asn Ser Ala Gly Arg Arg lie Pro Gly Asn Ser Ser 
aufweist. 

iueliT"'""'''''^*''^ ""'^^^ ^"'P^^^' ^' ^^^"^^^ gekennzeichnet, daQ es die Aminosaurese- 

Met Thr Met He Thr Pro Ser Leu His Ala Cys Met Leu Val 
Asp His Glu Tyr Lys Tyr Pro Tyr Val Leu Gly Gin Gly Gin 
Asp Thr Leu Ala Pro Glu Leu Pro lie Trp Val Tyr 
Phe Pro Pro Gin Tyr Ala Tyr Leu Thr Val Gly Asp Vai Asn 
55 Thr Gin Gly He Ser Gly Asp Ser Lys Lys Leu Ala Ser Glu 

Glu Ser Ala Phe Tyr Val Leu Glu His Ser Ser Phe Gin Leu 
Leu Gly Thr Gly Gly Thr Ala Ser Met Ser Tyr Lys Phe Pro 
Pro Val Pro Pro Glu Asn Leu Giu Gly Cys Ser Gin His Phe 
Tyr Glu Met Tyr Asn Pro Leu Tyr Gly Ser Arg Leu Gly Val 
Pro Asp Thr Leu Gly Gly Asp Pro Lys Phe Arg Ser Leu Thr 
His Glu Asp His Ala He Gin Pro Gin Asn Phe Met Pro Gly 
Pro Leu Val Asn Ser Val Ser Thr Lys Glu Gly Asp Ser Ser 
Asn Thr Gly Ala Gly Lys Ala Leu Thr Gly Leu Ser Thr Gly 
Thr Ser Gin Asn Thr Arg He Ser Leu Arg Pro Gly Pro Val 
65 Ser Gin Pro Tyr His His Trp Asp Thr Asp Lys Tyr Val Thr 

Gly He Asn Ala He Ser His Gly Gin Thr Thr Tyr Gly Asn 
Ala Glu Asp Lys Glu Tyr Gin Gin Gly Val Gly Arg Phe Pro 
Asn Glu Lys Glu Gin Leu Lys Gin Leu Gin Gly Leu Asn Met 
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His Thr Tyr Phe Pro Asn Lys Gly Thr Gin Gin Tyr Thr Asp 
Gin He Glu Arg Pro Leu Met Va! Gly Ser Val Trp Asn Arg 
Arg Ala Leu His Tyr Glu Ser Gin Leu Trp Ser Lys Ite Pro 
Asn Leu Asp Asp Ser Phe Lys Thr Gin Phe Ala Ala Leu Gly 
Gly Trp Gly Leu His Gin Pro Pro Pro Gin lie Phe Leu Lys 
Gin Tyr Ala Val Gly He Met Thr Val Thr Met Thr Phe Lys 
Leu Gly Pro Arg Lys Ala Thr Gly Arg Trp Asn Pro Gin Pro 
Gly Val Tyr Pro Pro His Ala Ala Gly His Leu Pro Tyr Val 
Leu Tyr Asp Pro Thr Ala Thr Asp Ala Lys Gin His His Arg 
His Gly Tyr Glu Lys Pro Glu Glu Leu Trp Thr Ala Lys Ser 
Arg Val His Pro Leu 
aufweist, 

17. Immunologisch aktives Peptid nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB es die Aminosaurese- 
quenz 

Met Thr Met lie Thr Pro Ser Leu Ala Ala Glu Ala Ser Thr 
Gly Ala Gly Gly Gly Gly Ser Asn Ser Val Lys Ser Met Trp 
Ser Glu Gly Ala Thr Phe Ser Ala Asn Ser Val Thr Cys Thr 
Phe Ser Arg Gin Phe Leu He Pro Tyr Asp Pro Glu His His 
Tyr Lys Val Phe Ser Pro Ala Ala Ser Ser Cys His Asn Ala 
Ser Gly Lys Glu Ala Lys Val Cys Thr He Ser Pro He Met 
Gly Tyr Ser Thr Pro Trp Arg Tyr Leu Asp Phe Asn Ala Leu 
Asn Leu Phe Phe Ser Pro Leu Glu Phe Gin His Leu 
He Glu Asn Tyr Gly Ser He Ala Pro Asp Ala Leu Thr Val 
Thr He Ser Glu lie Ala Val Lys Asp Val Thr Asp Lys Thr 
Gly Gly Gly Val Gin Val Thr Asp Ser Thr Thr Gly Arg Leu 
Cys Met Leu Val Asp His Glu Tyr Lys Tyr Pro Tyr Val Leu 
Gly Gin Gly Gin Asp Thr Leu Ala Pro Glu Leu Pro He Trp 
Val Tyr Phe Pro Pro Gin Tyr Ala Tyr Leu Thr Val Gly Asp 
Val Asn Thr Gin Gly He Ser G!y Asp Ser Lys Lys Leu Ala 
Ser Glu Glu Ser Ala Phe Tyr Val Leu Glu His Ser Ser Phe 
Gin Leu Leu Gly Thr Gly Gly Thr Ala Ser Met Ser Tyr Lys 
Phe Pro Pro Val Pro Pro Glu Asn Leu Glu Gly Cys Arg Ser 
Thr Asp Pro Arg Glu Phe Thr Gly Arg Arg Phe Thr Thr Ser 
aufweist. 

18. Immunologisch aktives Peptid nach Anspruch L dadurch gekennzeichnet, daB es die Aminosaurese- 
quenz 

Mel Ser Lys Lys Ser Gly Lys Trp Trp Glu Ser Asp Asp Lys Phe Ala Lys 

Ala Val Tyr Gin Gin Phe Val Glu Phe Tyr Glu Lys Val Thr 

Gly Thr Asp Leu Glu Leu He Gin He Leu Lys Asp His Tyr 

Asn He Ser Leu Asp Asn Pro Leu Glu Asn Pro Ser Ser Leu 

Phe Asp Leu Val Ala Arg He Lys Asn Asn Leu Lys Asn Ser 

Pro Asp Leu Tyr Ser His His Phe Gin Ser His Gly Gin Leu 

Ser Asp His Pro His Ala Leu Ser Ser Ser Ser Ser His Ala 

Glu Pro Arg Gly Glu Asn Ala Val Leu Ser Ser Glu Asp Leu 

His Lys Pro Gly Gin Val Ser Val Gin Leu Pro Gly Thr Asn 

Tyr Val Gly Pro Gly Asn Glu Leu Gin Ala Gly Pro Pro Gin 

Ser Ala Val Asp Ser Ala Ala Arg He His Asp Phe Arg Tyr 

Ser Gin Leu Ala Lys Leu Gly He Asn Pro Tyr Thr His Trp 

Thr Val Ala Asp Glu Glu Leu Leu Lys Asn lie Lys Asn Glu 

Thr Gly Phe Gin Ala Gin Val Val Lys Asp Tyr Phe Thr Leu 

Lys Gly Ala Ala Ala Pro Val Ala His Phe Gin Gly Ser Leu 

Pro Glu Val Pro Ala Tyr Asn Ala Ser Glu Lys Tyr Pro Ser 

aufweist. 

19. Immunologisch aktives Peptid nach einem der vorhergehenden Anspriiche; dadurch gekennzeichnet, 
daB es als Fusionsprotein vorliegt, wobei dieses Fusionsprotein wenigstens einen Teil der p-Galactosidase 
Oder der Glutathion-S-Transferase aufweist. 

20 Testkit zum Nachweis von Antikorpern gegen das humane Parvovirus B 1 9, dadurch gekennzeichnet, daB 
es wenigstens ein immunologisch aktives Peptid nach einem der Anspriiche 1 bis 19 aufweist, das mit den in 
den Untersuchungsflussigkeiten vorhandenen Antikorpern reagieren kann und, daB es wenigstens eine 
Anzeigekomponente aufweist. die den Nachweis von Komplexen aus immunologisch aktivem Peptid und 
Antikorper ermdglicht. 

21. Testkit nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daB die Anzeigekomponente eine gegen den nach- 
zuweisenden Antikorper gerichteter Antikorper ist, der eine Markierung aufweist. 

22. Testkit nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet. daB die Markierung in einem radioaktiven Isotop 
besteht. 

23. Testkit nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet. daB die Markierung aus einem Enzym besteht, das 
eine Farbreaktion katalysieren kann. 

24. Testkit nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, daB das immunologisch aktive Peptid biotinyliert ist 
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r^'pernx'^da^^^^^^^ ^'^^P'^'^'" "ovalent gebundenem Enzyn,, msbesonde- 

25.Testkit nach einem der Anspruche 21 bis 24.dadurch gekennzeichnet.daC es e.n ELISA-Kit ist 

II^uSbI" Hekcnnzeichne, daQ es auBerdem e.ne Affinitats-Chromatogra- 

cUrhit^^C^^^^^ Affinit..-Chro.atographie .it einer 

31 . Verwendung von wenigstens einer DN A-Sequenz ausgewahit unter 

O-l: 

GTG AAT TCT GAT CAT ATG ACT AAA AAA ACT GGC AAA TGG. 
0-2: 

C TTC GGT CGT GAC CAC GTC CTC CCC 
0-3: 

G AGG AAT TCT CTG ATC ATG ACT TCA GTT AAT TCT GCA G AA GCC 

GAG GGG TGG CAC GGG AGT CGG TCC TTC GAA GAG 

0-5: 

G CTA CAA GCT GGG CCC CCG CAA AG 

zurn direkten Erregernachweis mittels DNA-Amplifizierung. insbesondere mittels Polymerase-chain-reac- 
gege^^MeSL^tV™^^^^ '^'''^^ "^^ ^-P^^^he 1 bis .8 a.s l.pfstoff 



Hierzu 9 $eite(n) Zeichnungen 
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ZEICHNUNGEN SEITE 1 ^. 16^^ 



Numme^F DE 40 03 826 A1 

Int. CI. 5; C07K 13/00 

Offenlegungstag: 14, August 1991 



\, NS VP- 1/2 



0-1 0-5 0-2 



o-i: 
5" 



GTG AAT TCT GAT CAT 
5 ' , . ATG AGT AAA AAA AGT GGC AAA TGG^ • 

^,AAA GCT TTG TAG ATT ATG AGT AAA AAA AGT GGC AAA TG^ TGG^ ' 
TTT CGA AAC ATC TAA TAG TCA TTT TTT TCA cEg TtJ KCZ KCC^ ' 



0-2: 



3 'jrr <2TG CAG GAG GGG GGG GCA^ ' 

TAA GAC GJC TTC GGT CGT GAC CAC GTC CTC CCC CCC CGT^ ' 
C TTC GGT CGT GAC CAC GTC CTC CCc' ' 



0-3: 
5 • 



G AGG AAT TCT CTG ATC 

f > AAA TAC CCA AOC ^.rt Icl ^CA 2" ??f tcA t^J' 

' T CTT TTT ATG OCT TCC TAC TCA AGT tH cCT OT ^GG^ ' 



0-4 

5 • 



TTG TAA ACA CTC CCC ACC GTG CCC TCA GCC AGG ATG CGT A^ ' 
AAC ATT TGT,GAG GGG TCC CAC GGG AGT CGG TCC TAC GCA t5 ' 
GAG GGG TGG CAC GGG AGT CGG TCC T 

TC GAA GAG^' 



0-5 



g , * ' G CTA CAA GCT GGG CCC CCG CAA AG^ ' 

, GAG CTA CAA GCT GGG CCC CCG CAA AGT GCT GTT GAC AGT GCT 3 ' 
CAC GAT GTT CGA CCC GGG GGC GTT TCA CGA CAA CTG TCA CgI^ ' 



ABB. 
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Abb. 2 



Abb. 21 
PAN-l: 

Met Scr Lys Lys Scr Gly Lys Trp Trp Glu Scr Asp Asp Lys Phc Ala Lys AJa VaJ Tyr Gin Gin Phc Val Glu 
Phc TvT Glu Lys VaJ Thr Gly Thr Asp Uu Glu Leu lie Gb IJc Leu Lys Asp His Tyr A^ He Scr Leu Asp 
Asfl Pro Leu Glu Asn Pro Scr Scr Leu Phe Asp Leu VaJ AJa Arg Dc Lys Asn Asn Leu Lys Asa Scr Pro Asp 
Leu Tyr Scr His His Phc Gin Ser His Gly Gin Leu Scr Asp His Pro His Aia Leu Scr Scr Scr Scr Scr His Ala 
Glu Pro A/g Gly Glu Asn AJa VaJ Leu Ser Scr Glu Asp Leu His Lys Pro Gly Gin VaJ Scr VaJ Gin Leu Pro 
Gly Thr Asn Tyr VaJ Gly Pro Gly Asn Glu Leu Gin AJa Gly Pro Pro Gb Ser Ala Val Asp Ser Ala AJa A/g 
lie His Asp Phc A/g Tyr Scr Gb Leu Ala Lys Leu Gly He Asn Pro Tyr Thr His Trp Thr Val AJa Asp Glu 
Glu Leu Leu Lys Asn He Lys Asn Glu Thr Gly Phc Gb AJa Gb VaJ Val Lys Asp Tyr Phc Thr Leu Lys Gly 
Ala AJa AJa Pro VaJ AJa His Phc Gb Gly Scr Leu Pro Glu VaJ Pro AJa Tyr Asn AJa Scr Glu Lys Tyr Pro 
Scr 



BNS0OCID:<DE 4003826A1> 



108033/99 



2EICHNUNGEN SEITE 3 

Numm^^ OE 4003 826 A1 
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Abb. 2.2 



PCE; 



GIuihatioo-S-Transfcfasc -His Met Scr Lvs Lvs Scr GIv L Tm TrT% ri.. c-, a 

Uu Str Se, S.r Scr S», His Ala Glu P,o A,g Gly Glu As. AJa Val uls^,s^, n, u , ^ 

LysAipTyrPhcThrLcuLysGIyAJaGlyGluPhelleVaJTbr Asp ^'yiJC Ota AJa Gin VaJ Val 



BNSDOCI D: <pE 4pp3.826AT > 



108033/99 



1 



ZEICHNUNGEN SEITE 4 




Nummer:^^ 

Int. CI.*: 

Offenlegungstag 




OE 40 03826 A1 
COTK 13/00 

14. August 1991 



Abb. 2 3 



Gly Str \r% Arg Pro Asp His Met Scr Lys Lys Scr Gly Lys Trp Trp Glu Scr Asp Asp Lys Phc AJa Lys AJa 
VaJ Tyr Gin Gin Phc Val Glu Phc Tyr Glu Lys Val Thr Gly Thr Asp Leu Glu Leu He Gin He Leu Lys Asp 
His Tyr Asn lie Scr Leu Asp Asn Pro Leu Glu Asn Pro Scr Scr Leu Phc Asp Leu Val AJa A/g flc Lys Asn 
Asn Leu Lys Asn Scr Pro Asp Leu Tyr Scr His His Phc Gb Scr His Gly Gin Leu Scr Asp His Pro His AJa 
Leu Scr Scr Scr Scr Scr His AJa Glu Pro Arg Gly Glu Asn Ala VaJ Leu Scr Scr Glu Asp Leu His Lys Pro 
Gly Gin Val Scr VaJ Gin Leu Pro Gly Thr Asn Tyr VaJ Gly Pro Gly Asn Glu Leu Gin AJa Gly Pro Pro Gin 
Scr AJa VaJ Gly Asp Pro Arg Glu Phc He Val Thr Asp 
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Nummel^^ 
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C07K 13/00 

14. August 1991 



Abb. 2^ 



PAN-3 



Gly lie Leu Ser Afg Ang Pro Asp His Met Scr Lys Lys Scr Gly Lys Trp Trp Glu Scr Aip Asp Lys Phe AJa 
Lys AJa VaJ Tyr Gin Gin Phc VaJ Glu Phc Tyr Glu Lys VaJ Thr Gly Thr Asp L^u Glu Uu lie Gin lie Uu 
Lys Asp His Tyr Asn lie Ser Leu Asp Asn Pro Uu Glu Asn Pro Ser Ser Uu Phc Asp Uu Val AJa Am He 
Lys Asn Asn Uu Lys Asn Ser Pro Asp Uu Tyr Scr His His Phc Gin Ser His Gly Gb Uu Ser Asp His Pro 
His AJa Uu Scr Ser Ser Ser Scr His AJa Glu Pro Arg Gly Glu Asn AJa VaJ Uu Scr Scr Glu Asp Uu His 
Lys Pro Gly Gin VaJ Scr VaJ Gin Uu Pro Gly Thr Asn Tyr VaJ Gly Pro Gly Asn Glu Uu Gin Ala Gly Pro 
Pro Gin Scr AJa VaJ Gly Asp Pro Uu Glu Asp Pro Ar^ Val Pro Scr Scr Asn Ser 
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C07K 13/00 

14. August 1991 



Abb. 2-5 



PAN-4 



Gly Str Arg Arg Pro Asp His Met Scr Lys Lys Scr Gly Lys Trp Trp Glu Scr Asp Asp Lys Phc AJa Lys AJa 
Vai Tyr Gin Gin Phc VaJ Glu Phc Tyr Glu Lys VaJ Thr Gly Thr Asp Leu Glu Leu lie Gin lie Leu Lys Asp 
His Tyr Asn lie Scr Leu Asp Asn Pro Leu Glu Asn Pro Scr Scr Leu Phc Asp Leu Val Ala Arg He Lys Asn 
Asn Leu Lys Asn Scr Pro Asp Leu Tyr Ser His His Phc Gin Scr His Gly Gin Leu Ser Asp His Pro His Ala 
Leu Scr Scr Scr Scr Scr His Ala Glu Pro Arg Gly Glu Asn AJa VaJ Leu Scr Ser Glu Asp Leu His Lys Pro 
Gly Gin VaJ Ser VaJ Gin Leu Pro Gly Thr Asn Tyr Val Gly Pro Gly Asn Glu Leu Gin Ala Gly Pro Pro Gin 
Scr AJa VaJ Asp Scr AJa AJa Arg lie His Asp Phc Arg Tyr Scr Gb Leu AJa Lys Leu Gly Uc Asn Pro Tyr 
Thr His Trp Thr Val Ala Asp Glu Glu Leu Leu Lys Asn lie Lys Asn Glu Thr Gly Phc Gin Ala Gin VaJ VaJ 
Lys Asp Tyr Phc Thr Uu Lys Gly AJa Ala AJa Pro Val AJa His Phc Gin Gly Ser Uu Pro Glu Val Pro Ala 
Tyr Asn Ala Scr Glu Lys Tyr Pro Scr Met Thr Scr Val Asn Ser AJa Gly Aig Arg He Pro Gly Asn Ser Ser 
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C07K 13/00 

14. August 1991 



Abb. 2^ 



VF2: 



Met Thr Met lie Thr Aso Scr Leu He Met Thr Scr VaJ Asn Scr AJa Glu AJa Scr Thr Gly Ala Gly Gly Gly 
Gly Scr Asn Scr VaJ Lys Scr Mci Trp Scr Glu Gly AJa Thr Phc Scr AJa Aso Scr Vai Thr Cys Thr Phc Scr 
Arg Gin Phc Uu He Pro Tyr Asp Pro Glu His His Tyr Lys VaJ Phc Scr Pro AJa AJa Scr Scr Cys His Asn 
AJa Scr Gly Lys Glu AJa Lys VaJ Cys Thr lie Scr Pro He Met Gly Tyr Scr Thr Pro Trp Aig Tyr Leu Asp Phc 
Asn AJa Leu Asn Leu Phc Phc Scr Pro Leu Glu Phc Gin His Leu lie Glu Asn Tyr Gly Scr He AJa Pro Asp 
Ala Leu Thr VaJ Thr lie Scr Glu He Ala VaJ Lys Asp VaJ Thr Asp Lys Thr Gly Gly Gly VaJ Gin VaJ Thr 
Asp Scr Thr Thr Gly A/g Leu Cys Met Leu VaJ Asp His Glu Tyr Lys Tyr Pro Tyr VaJ Leu Gly Gb Gly Gin 
Asp Thr Leu AJa Pro Glu Leu Pro fie Trp VaJ Tyr Phc Pro Pro Gtn Tyr AJa Tyr Leu Thr Val Gly Asp Vai 
Asn Thr Gin Gly lie Scr Gly Asp Scr Lys Lys Leu AJa Scr Glu Glu Scr AJa Phc Tyr Vai Leu Glu His Scr 
Scr Phc Gin Leu Leu Gly Thr Gly Gly Thr AJa Scr Met Scr Tyr Lys Phc Pro Pro Vai Pro Pro Glu Asn Leu 
Glu Gly Cys Scr Gb His Phc Tyr Glu Met Tyr Asn Pro Leu Tyr Gly Scr Arg Leu Gly Vai Pro Asp Thr Leu 
Gly Gh Asp Pro Lys Phc Arg Scr Leu Thr His Glu Asp His Ala He Gb Pro Gb Asn Phc Met Pro Gly Pro 
Leu VaJ Asn Scr VaJ Scr Thr Lys Glu Gly Asp Scr Scr Asn Thr Gly AJa Gly Lys Ala Leu Thr Gly Leu Scr 
Thr Gly Thr Scr Gb Asn Thr Arg He Scr Leu Arg Pro Gly Pro Vai Scr Gb Pro Tyr His His Trp Asp Thr 
Asp Lys Tyr Vai Thr Gly He Asn AJa Be Ser His Gly Gb Thr Thr Tyr Gly Asn Ala Glu Asp Lys Glu Tyr 
Gb Gb Gly Vai Gly Arg Phc Pro Asn Glu Lys Glu Gb Leu Lys Gb Leu Gb Gly Leu Asn Met His Thr 
Tyr Phc Pro Asn Lys Gly Thr Gb Gb Tyr Thr Asp Gb He Glu Arg Pro Leu Met Vai Gly Ser VaJ Trp Asn 
Arg Arg AJa Leu His Tyr Glu Scr Gb Leu Trp Ser Lys He Pro Asn Leu Asp Asp Scr Phc Lys Thr Gb Phc 
Ala Ala Leu Gly Gly Trp Gly Leu His Gb Pro Pro Pro Gb lie Phc Leu Lys Gb Tyr Ala VaJ Gly fle Met 
Thr VaJ Thr Met Thr Phc Lys Leu Gly Pro Arg Lys AJa Thr Gly Arg Trp Asn Pro Gb Pro Gly Vai Tyr Pro 
Pro His Ala Ala Gly His Leu Pro Tyr Vai Leu Tyr Asp Pro Thr Ala Thr Asp Ala Lys Gb His His Arg His 
Gly Tyr Glu Lys Pro Glu Glu Leu Trp Thr AJa Lys Ser Arg VaJ His Pro Leu 
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Nummer:^^^ 
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Abb. 2-7 



PANSE: 



Met Tlir Met lie Thr Pro Ser Leu His AJa Cys Met Uu VaJ A^p His Glu Tyr Lys Tyr Pro Tyr VaJ Leu Gly 
Gin Gly Gin Asp Thr Leu AJa Pro Glu L^u Pro He Trp VaJ Tyr Phe Pro Pro Gin Tyr AJa Tyr Leu Thr VaJ 
Gly Asp VaJ Asn Thr Gin Gly lie Ser Gly Asp Ser Lys Lys Leu AJa Ser Glu Glu Ser AJa Phc Tyr Val Leu 
Glu His Ser Scr Phc Gb Leu Uu Gly Thr Gly Gly Thr AJa Ser Mci Ser Tyr Lys Phc Pro Pro VaJ Pro Pro 
Glu Asn Leu Glu Gly Cys Ser Gin His Phe Tyr Glu Met Tyr Asn Pro Leu Tyr Gly Ser A/g Leu Gly VaJ Pro 
Asp Thf Leu Gly Gly Asp Pro Lys Phe Arg Ser Leu Thr His Glu Asp His AJa He Gin Pro Gin Asn Phe Met 
Pro Gly Pro Leu VaJ Asn Ser VaJ Ser Thr Lys Glu Gly Asp Ser Ser Asn Thr Gly AJa Gly Lys Ala Leu Thr 
Gly Leu Ser Thr Gly Thr Ser Gin Asn Thr Arg lie Ser Leu Arg Pro Gly Pro VaJ Ser Gin Pro Tyr His His 
Trp Asp Thr As^) Lys Tyr Val Thr Gly He Asn Ala He Ser His Gly Gin Thr Thr Tyr Gly Asn AJa Glu Asp 
Lys Glu Tyr Gin Gin Gly VaJ Gly Arg Phc Pro Asn Glu Lys Glu Gin Leu Lys Gb Leu Gin Gly Leu Asn 
Met His Thr Tyr Phc Pro Asn Lys Gly Thr Gin Gb Tyr Thr Asp Gb He Glu A/g Pro Leu Met VaJ Gly Ser 
VaJ Trp Asn Arg Arg AJa Leu His Tyr Glu Ser Gb Leu Trp Ser Lys He Pro Asn Leu Asp Asp Scr Phe Lys 
Thr Gb Phe AJa AJa Leu Gly Gly Trp Gly Leu His Gb Pro Pro Pro Gb He Phe Leu Lys Gb Tyr AJa VaJ 
Gly lie Met Thr VaJ Thr Met Thr Phc Lys Leu Gly Pro Arg Lys Ala Thr Gly Arg Trp Asn Pro Gb Pro Gly 
VaJ Tyr Pro Pro His Ala AJa Gly His Leu Pro Tyr VaJ Leu Tyr Asp Pro Thr AJa Thr Asp Ala Lys Gb His 
His Arg His Gly Tyr Glu Lys Pro Glu Glu Leu Trp Thr Ala Lys Scr Arg VaJ His Pro Leu 
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Abb. 24 



PAPST: 



Met Thr Met lie TTir Pro Ser Leu Ai» AJa Glu AJa Scr Thr Gly AJa Gly Gly Gly Gly Scr Asn Ser VaJ Lys 
Ser Met Trp Scr GJu Gly Ala Thr Phc Ser AJa Asn Ser Val Thr Cys Thr Phc Ser Arg Gin Phe Uu He Pro 
Tyr Aip Pro Glu His His Tyr Lys VaJ Phe Ser Pro AJa AJa Ser Ser Cys His Asn AJa Ser Gly Lys Glu AJa 
Lys VaJ Cys Thr He Ser Pro He Met Gly Tyr Ser Thr Pro Trp Arg Tyr Leu Asp Phe Asn AJa Leu Asa Leu 
Phe Phe Ser Pro Uu Glu Phc Gin His Uu He Glu Asn Tyr Gly Ser Uc Ala Pro Asp Ala Uu Thr VaJ Thr 
He Ser Glu He Ala Val Lys Asp Val Thr Asp Lys Thr Gly Gly Gly VaJ Gin VaJ Thr Asp Ser Thr Thr Gly 
A/g Uu Cys Met Uu VaJ Asp His Glu Tyr Lys Tyr Pro Tyr VaJ Uu Gly Gin Gly Gin Asp Thr Uu AJa Pro 
Glu Uu Pro He Trp VaJ Tyr Phc Pro Pro Gin Tyr AJa Tyr Uu Thr VaJ Gly Asp VaJ Asn Thr Gin Gly He 
Scr Gly Asp Ser Lys Lys Uu Ala Scr Glu Glu Ser AJa Phe Tyr VaJ Uu Glu His Ser Ser Phe Gin Uu Uu 
Gly Thr Gly Gly Thr Ala Ser Met Ser Tyr Lys Phe Pro Pro Val Pro Pro Glu Asn Uu Glu Gly Cys Arg Ser 
Thr Asp Pro Arg Glu Phe Thr Gly Arg Arg Phe Thr Thr Ser 
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